精巣上体炎におけるindoleamine 2,3-dioxygenase（IDO）の役割に関する検討 by 大平 伸 & OHIRA Shin
1川崎医学会誌　44(1)：１－10，2018　doi：10.11482/KMJ-J44(1)1










精巣上体炎モデルを作成し，LPS 投与後に精巣上体を摘出した．精巣上体における IDO の経時的
な発現について IDO 定量検査（ELISA 法）を用いて解析した．また，精巣上体における炎症性変
化について，網羅的サイトカイン / ケモカイン定量検査により代表マーカーを選出し，免疫染色を
行うことで，精巣上体炎における IDO の働きについて生化学的および免疫組織学的に検討した．
　HE 染色では，Ido-/- は Ido+/+ と比較して，リンパ球優位の炎症細胞浸潤および精巣上体内の腺
管構造破壊が抑制されていた．IDO 定量検査（ELISA 法）では，Ido+/+ は Ido+/+sham と比較し
て，LPS 投与後１日目，３日目において，精巣上体内における IDO 発現の有意な上昇を認めた．
Ido-/- では全ての観察期間において IDO の発現を認めなかった．網羅的サイトカイン / ケモカイン



































































L-kynurenine → Kynurenic acid




















キヌレニン代謝経路は必須アミノ酸トリプトファンの主な代謝経路である． IDO および tryptophan 2,3-dioxygenase
（TDO） は，キヌレニン代謝経路の律速酵素である．トリプトファンは様々な酵素により代謝分解され，最終産物で
あるニコチン酸アミドアデニンジヌクレオチド（NAD）を生合成する．キヌレニン代謝経路の中間代謝産物には，様々
な生理活性を有するものが多い．AFMID: arylformamidase，KYNU: kynureninase，K3H: kynurenine 3-hydroxylase，








ウス（Ido+/+, Jackson Laboratory, ME, USA），お
よび IDO ノックアウトマウス（Ido- /-, Jackson 
Laboratory, ME, USA）に対して，セボフルラン
（導入５％，維持３％，Phizer Incorporated, Tokyo, 
Japan）を用いて吸入麻酔下に精管側から精巣
上 体 に lipopolysaccharide（LPS）Escherichia Coli 
















光学顕微鏡（Olympus BX-53, Olympus, Tokyo, 
Japan）を用いて組織学的解析を行った．
IDO の発現解析
　 摘 出 組 織 に Cell Lysis Buffer®（ ホ ス フ ァ
ターゼ阻害薬・プロテアーゼ阻害薬含有， 
Cell signaling technology, CA, USA），PMSF




における IDO の経時的な発現を Ido ELISA 
Kit（Mouse）（OKEH03384）®（Aviva Systems 
Biology, CA, USA）を用いて検討した．測定機
器 は Varioskan Flash®（Thermo Fisher Scientific, 






調整し，Mouse Cytokine Antibody Array，Panel 
A®（R&D Systems, MN, USA）を用いて網羅的
サイトカイン / ケモカイン定量検査を行った．
画像解析装置 Image Quant LAS4000 mini®（GE 
Healthcare Japan, Tokyo, Japan），画像解析ソフ
トウェア Image Quant TL®（GE Healthcare Japan, 
Tokyo, Japan）を用いて pixel density（PD）を算
出し，PD ratio は Ido- /- / Ido+/+PD 比を用いた．
炎症性変化に対する免疫組織学的解析
　パラフィン埋没組織を５μm 厚で薄切





体 と し て，anti-rabbit IL-1α antibody（Santa 
Cruz Biotechnology, CA, USA），anti-rabbit 
IL-6 antibody（Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA），anti-rabbit CCL3 antibody（Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA），anti-rabbit CXCL1 
antibody （Santa Cruz Biotechnology, CA, USA），
anti-rabbit IL-4 antibody（Novus Biologicals, 
CO, USA） お よ び anti-rabbit IL-10 antibody
（Bioss Antibodies Inc., MA, USA）を用いて，
2.5% normal horse serum（Vector laboratories, CA, 
USA）により100倍希釈した後，反応（４℃，
overnight）を行った．２次抗体として免疫染色
試 薬 ImmPRESSTM -Alkaline Phosphatase（AP）




ImmPACT Vector Red Alkaline Phosphatase（AP）
Substrate® （Vector laboratories, CA, USA），CCL3
および CXCL1免疫染色に対しては，BCIP/NBT 
Alkaline Phosphatase（AP）Substrate Kit, 5-brome-
4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium®
（Vector laboratories, CA, USA），IL-4および
IL-10染色に対しては Anti-Rabbit IgG（H+L），F
（ab’）2 Fragment, Alexa Fluor 488 Conjugate®（Cell 
signaling technology, CA, USA）を用いた． 対比
染 色として4’,6-diamidino-2-phelylindole（DAPI, 
Vector laboratories, CA, USA）を用いて核染色を
行い，VectaMount Parmanent Mounting Medium® 
（Vector laboratories, CA, USA）により封入を行っ








SD）で記した．群間の比較には Welch test を用
いた．p ＜0.05を有意差ありとした．統計解析
は Microsoft Excel 2016 edition を使用した．
結　果
組織学的解析（図２）
　HE 染色では，Ido+/+ において，LPS 投与後
１日目からリンパ球優位の炎症細胞浸潤が認め
られ，LPS 投与後５日目から精巣上体内の腺管






法）において，Ido+/+ は Ido+/+sham と比較して，
LPS 投与後１日目，３日目において，精巣上体
内における IDO 発現の有意な上昇を認めた．





























Period (post LPS injection)




Ido+/+ は Ido+/+sham と比較して，LPS 投与後１日目，３日目において，精巣上体内における IDO 発現の有意な上昇を






















12 G-CSF TIMP M-CSF
CXCL
10
Day1 0.53*** 0.51** 0.57** 0.62** 0.63* 0.71* 0.71* 0.72* 0.86* 0.68* 0.67* 0.72** 0.72* 0.71** 0.77*** 0.76*** 0.72* 0.86* 0.71 0.89*
Day3 0.42*** 0.44** 0.54** 0.59** 0.67** 0.62** 0.69** 0.80* 0.78* 0.71* 0.86* 0.75* 0.89* 0.79** 0.86*** 0.77** 0.71* 0.76* 0.76 0.74**
Day5 0.46*** 0.58*** 0.59** 0.67** 0.78** 0.86* 0.74* 0.74* 0.66** 0.76* 0.79* 0.79* 0.71** 0.79* 0.75*** 0.77** 0.85** 0.75** 0.84 0.88*












11 IL-7 IL-3 IL-5 C5/C5a IL-1ra
CCL
17 IL-17 IL-4 IL-10
Day1 0.96 0.81* 0.99 1.01 0.99 0.98 0.88 0.99 0.99 0.89 0.99 0.99 1.00 1.03 0.99 1.03 0.98 1.01 1.21** 1.29*
Day3 0.77* 0.87* 0.92 0.71* 0.89* 0.96 0.93 1.00 0.95 0.99 0.92 0.99 0.99 1.02 0.99 1.07 1.01 1.06 1.31* 1.37*
Day5 0.87* 0.83* 0.78** 0.78 0.87 0.97 0.94 0.96 0.84 1.01 0.97 0.97 0.96 0.98 0.96 0.99 1.01 0.96 1.23* 1.44**
Day7 0.70* 0.88 0.72* 0.96 0.84* 0.75* 0.94 0.78* 0.98 0.91 0.93 0.86 0.96 0.89 0.99 0.99 0.99 0.99 1.33* 1.31*
PD ratio (mean) ＝ Ido- /- / Ido+/+PD (n=5)　*: p<0.05　**: p<0.001　***: p<0.0001
Ido- /- は Ido+/+ と比較して，炎症促進性サイトカイン（IL-1α，IL-6）およびケモカイン（CCL3，CXCL1）の有意な
低下を認めた．他の単球・マクロファージ系炎症促進性サイトカインおよびケモカインにおいても，経時的変化を確





















































































































































































Ido- /- は Ido+/+ と比較して，LPS 投与後１日目，７日目を中心として IL-1αの有意な低下を認めた．また，Ido- /- は
Ido+/+ と比較して，LPS 投与後１日目，３日目を中心として IL-6，CCL3，CXCL1の有意な低下を認めた．一方，
Ido- /- は Ido+/+ と比較して，全ての観察期間において IL-4，IL-10の有意な上昇を認めた．
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おける CD8+ T 細胞を介した細胞性免疫を調整
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The role of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) in epididymitis
Shin OHIRA
Department of Urology, Kawasaki Medical School
ABSTRACT   Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) catalyzes the first and rate-limiting step of 
tryptophan catabolism and has been implicated in immune tolerance. IDO is induced in various 
tissues during systematic bacterial infection and plays a key role in immune response. In a 
previous study, we showed that epididymal IDO expression in mouse is restricted to the caput 
region. We hypothesize that IDO plays a central role in local immunological reactions in the 
epididymis. To examine this hypothesis, we investigated several cytokines in an epididymitis 
model in an IDO knockout mouse (Ido-/-). 
   Twelve-week-old male mice were used in the study. Wild type mice (Ido+/+) and Ido-/- were 
injected with lipopolysaccharide (LPS 100 μg) in the epididymis on the side of the vas deferens. 
After LPS injection, the epididymis was removed in a time-dependent manner. Expression of IDO 
in the epididymis was chronologically analyzed using ELISA methods. Inflammatory changes 
were analyzed using a comprehensive cytokine/chemokine assay to identify representative 
candidates, and immunohistological changes were then analyzed separately for each of these 
candidates.
   Histological analysis showed invasion of lymphocyte-predominant inflammatory cells and 
destruction of epididymal ductal structure in the epididymitis model in Ido+/+ compared with 
Ido-/-. IDO assay showed significant up-regulation of IDO were observed in Ido+/+ compared 
with Ido+/+sham at day1 and day3. On the other hand, there were not observed the expression 
of IDO in Ido-/- anytime in time series. The comprehensive cytokine/chemokine assay identified 
six significant markers: pro-inflammatory cytokines (IL-1α, IL-6) and chemokines (CCL3, CXCL1) 
were downregulated and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10) were up-regulated in Ido-/- 
compared with Ido+/+. Similar results were obtained from immunohistochemical staining for these 
molecules.
   IDO is involved in epididymal immunological reactions via cytokines/chemokines, and 
inhibition of IDO may contribute to protection of epididymis tissue when inflammation occurs 
in this tissue. Therefore, IDO might be a novel target for therapy for epididymitis, in addition to 
antimicrobial agents. (Accepted on October 13, 2017)
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